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本研究で用いた略号および用語
光受容蛋白質に関係した略号および用語
Green ニワトリ緑色感受性錐体光受容蛋白質 (ChickenGreen) 
Red (Iodopsin) ニワトリ赤色感受性錐体光受容蛋白質 (ChickenRed) 
Blue ニワトリ青色感受性錐体光受容蛋白質 (ChickenBlue) 
Violet ニワトリ紫色感受性錐体光受容蛋白質 (ChickenViolet) 
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白質トランスデューシンと結合して αサプユニット (Tα) (Lerea et al.， 1986) を
他のサプユニット (Leeet al.， 1992; Ong et al.， 1995)から解離させ、活性化させる
(Fung et al.， 1981; Bennet et al.， 1982)。活性化したTα はPDE(cGMP 
pllOsphodiesterase)を活性化する (Gillespie& Beavo， 1988; Li et al.， 1990)。そして、
活性化されたPDEによって細胞内のcGMPが分解され、形質膜に存在するcGMP依存
性チャネJレが閉鎖する (Fesenkoet al.， 1985; Haynes & Yau， 1985; Bonigk et al.， 
1993)。こうして細胞が過分極状態になり、細胞興新が起こるのである。
また、最近では上記のような中心経路を制御する蛋白質群も発見されつつある(




を行っている其っ最中である (Gillespie& Beavo， 1988; Fukada et al.， 1989， 1990; 
































3) (Schertler et a1.， 1993) 0 7番目のヘリックスに存在し、 N末端から296番目にあ
るリジン残基 (K296) には、発色団がシッフ塩基結合している。また、発色団は
113番目のグルタミン酸残基 (E113) をはじめとする周回の残基と静電的、立体的
な相互作用をしている (Zhukovsky& Oprian， 1989; Sakmar et a1.， 1989)。その結果、
遊離のレチナーJレの吸収極大波長は380nmと紫外部にあるのに対し、光受容蛋白質
の吸収極大波長は400nmから600nm付近の可視領域に位泣する。光受容蛋白質は、
この発色団で光を吸収し、フォト (Shichidaet a1.， 1984)、パソ (Yoshizawa& Kito， 戸、
1958; Yoshizawa & Wald， 1963)、ルミ (Hubbardet a1.， 1959)、メタI-III(Matthews 
etal.， 1963) と呼ばれる中間体を経由して、最終的にアポ蛋白質と発色団が解離する。
この中で、メタ1中間体がトランスデューシンと結合することが報告されている














































容蛋白質の一次構造が決定されている (Nathanset al.， 1986; Kuwata et al.， 1990; 
Tokunaga et札， 1990; Okano et al.， 1992)。その中で、ニワトリの緑色感受性錐体光
受容蛋白質であるGreenは、ロドプシンに非常に類似した一次構造を持つ (Okanoet 
ι， 1992; Wang et al.， 1992)。そのロドプシンに対するアミノ酸配列の一致度は
73.2%で、これまでに調べられたすべての錐体光受容蛋白質の中で最も高い。一次
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350 400 450 500 550 600 650 
Wavelength (nm) 
光受容蛋白質 Violct B1uc Rhodopsin Grcen Red 
吸収極大被長 (nm) 415 455 503 508 571 






























ニワ トリ Green(5ωnm) 
オオヤモり P467(467nm) 
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ドプシンは比較的長波長側に吸収波長帝を持つグjレープL(Long wavelength sensitive pigments)に属





































buffer A: 50 mM HEPES， 0.6% CHAPS， 0.8 mg/mL PC， 10 mMまたは140mM NaCl， 1 mM MnC~， 
1 mM CaC~， 1 mM DIT， 0.1 mM PMSF， 50 KIU /mL aprotinin， 4μg!mL leupeplin. 
buffer E: 50 mM HEPES， 0.75 % CHAPS， 1 mg!mL PC， 140 mM r、~aCl ， 1 mM MnClz' 1 mM CaC~， 
1 mMDγr，O.1 mM PMSF， 50 KIU /mL aprotinin， 4μg/mL lcupcptin. 
buffcr D-20: 50 mM HEPES， 0.6 % CHAPS， 0.8 mg/mL PC， 20 %(w/v) glycerol， 
lOmMまたは140mM NaCl， 1 mM DIT， 0.1 mM PMSF， 50 KIU /mL aprotinin， 
4μg/mL leupeptin. 
buffer P: 50 mM HEPES， 140 mM NaCl， 1 mM DIT， 0.1 mM PMSF， 50 KIU /mL aprotinin， 
4μg!mL leupcPlin 
buffer PBS: 2 g!L Na2HPO.12HP， 0.2 g!L KHzPO.， 8 g!L NaCl， 0.2 g!L KCI. 
buffer Pm: 50 mM HEPES， 140 mM NaCl， 3 mM MgC12・1mM DIT， 1μg!mL aprotinin， 
lμg!mL leupcptin. 
培養培地: 12 g!L D-MEM/F-12 1:1，29 mM N叶ICO).15 mM HEPES. 10 % FBSまたはCS.







が開発されてきたが (Yenand Fager， 1984; Shichida et al.， 1989; Okano et al.， 1989) 、
それでもRed以外については絶対量が少なく、精製度も低いため、蛋白化学的な研
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した。また、全体の安白註のモニターは 280nmの紫外光 (Pharmacia~UV-l) によっ
17 
て行なった。分画は約40mLごとに行い、分画後すぐに、終濃度20% (w/v)の
glycerolを加えて光受容蛋白質の安定化をはかった (Okanoet al.， 1989)。各分画ご
とに光受容蛋白質の含有益を分光学的な方法により見積もった。
まず、1.5mMα ・MMによってViolet、Blue、Redが溶出されたo これらの回収量














まず、前処理したDEAE-Sepharoseのレジン (Pharmacia製 FastFlow) をカラム












































照射(>500 nm) して、発色団誘導体 (retinaloxime) とオプシンを分離したo そし































































































(Nathans， 1990b) を、 一部変更して用いた (Kojimaet al.， 1996)。試料の温度は氷
上で約4"(に保ち、操作は蛍光灯下で行った。まず、回収した細胞を含む沈殿を8.6
% sucroseを含むbufferPm~こ懸濁し、ミキサー (IKんWERK製)で細胞を破砕した。
この試料を、 40% sucroseを含むbufferPmに重府し、密度勾配遠心 (80，000g) した
界面部分を、膜画分として回収した。この画分に三倍量のbufferPmを加えて遠心
(50，000 g)することにより、膜画分の沈殿を待た。この沈殿に、 bufferEを加えて
ヘ ホモジナイズ (50srrokes) した後、 30分間静近して光受容蛋白質(オプシン)を可










た (Okanoet al.， 1989)。測定はすべて、パーソナルコンピュータ (NEC製
PC9801)を接続した分光光度計(島津製 MPS・2000) を用いて行った。また、試科
セルホjレダーは、冷却環流装置 (Nesrab製 RTE・220) を接続して40Cに冷却した。



























































とができる (Yoshizawaand Wald， 1963)。この原理を利用して、従来、低温分光法
と名付けられた以下のような方法が光受容蛋白質の研究に用いられてきた
(Yoshizawa and Shichida， 1982)。本論文では、後述する低温時間分解分光法と区別
するために、従来の方法を、従来型低温分光法と呼ぶ。測定装置として、ガラスデユ


































測定する方法である (Imaiet al.， 1994)。
測定はすべて、パーソナルコンビュータ (NEC製PC9801) を接続した分光光度計
(島津製MPS-2000) を用いて行った。 30tから・10ocの温度領域の測定には、冷却
環流装置 (Nesrab製 RTE・220) を接続した試科セルホルダーを用いた。また、・10oc 
以下の低温領域の測定には、温度コントローラー (Oxford製 ITC-4) を接続したク
ライオスタット (Oxford製 CF-1204) を用いた。この時試料は、ガラス筒の先に石










的困難な試料の分光学的研究 (Kojimaet al.， 1995)や、ごく精密な測定が求められ





ド (1秒~ 30分の時間領域)と、 一定時間ごとに吸収スペクトルを測定するリピー
トスキャンモード (10分~10時間の時間領域)を併用して行った。 11・cis-retinal は、
al1-trans-retinal (Sigma製)を蛍光灯下で光異性化し、田LC(Yamamura製YMC-012-



































のか検討した。なお、本章の内容は、主論文 1 (Shichida et剖.， 1994)、主論文2






に反映されていることがわかっている (Dowlingand Wald， 1958; Rushton， 1961)。ま








































それぞれの光受容蛋白質のオプシン溶液 (150nM、pH6.6) 250μuこ、 5μLの1・cis-relInalのエタ
ノーJレ溶波 (7.5μM)をO"Cで加えて、すばやく撹持した。その後、試科の温度をO"Cに保ったまま
で、光受容蛋白質を完全に再生させた。 Gr民 n、ロドプシンの再生に伴う530nm、または、 Redの再
生に伴う570nmの吸光度の時間変化を示す。黒色の曲線は、それぞれの吸光度の変化を近似した双











方、分子吸光係数に関しては、ロドプシンとRedの他はほぼ同じ値を示す (Ok加 oet 
al.， 1992b)。この値は、溶液中の発色回の値よりも 2倍程度高く (Wald& Brown， 































? ? [11-cis-retinal] = Const. 
εgr回 n
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700 600 500 400 
Wavelength (nm) 
光受容蛋由貿の分子吸光係数の算出
(A) GreenとRedの混合液 (Curve1)を赤色光(>590 nm)で40分間照射して、両者のオプシン
溶液 (curve2)を作成した。その後、 150μMのl1-cis刊 tin剖を含むエタノーJレ溶液 (1凶i{)を0'Cで
加えて、すばやく撹持した。その後、試料の温度を0'Cに保ったままで、光受容蛋白質を完全に再生
させ、 40分後に吸収スペクトルを測定した (curvcs3-8) 0 (B) 11・cis-retinalを添加する前後の差吸
収スペクトJレ。 (C)GreenとRedの吸収スペクト jレを用いて、 Bの1・cis-retinalを添加する前後の差吸







retinalシッフ塩基に比べて著しく高い (Dartnall，1967; Kropf & Hubbard， 1970; 


















































たはロドプシン試科 (B) (curves 1)を青色の光 (436nm)で合計5秒、 10秒、 20秒、 40秒、 80秒、









いると報告されている (Horiuchiet al.， 1980; Eyring et a1.， 1982)。また、パソ中間体
を光照射することによって、 l1-cis型の発色団を持つロドプシン、 9・cis型の発色団を













ソ色素を多く含む光平衡混合物が生成した(図 5-2 c， curve 11)。この試料に再び









































示されている (Imamotoet al.， manuscript submitted)。こうした非常に速い熱反応で
生じるJレミ中間体であるが、ルミ中間体が光反応をおこすと、パソ中間体からは生
成しない7シス体などの人口産物も生成する (Maedaet al.， 1978b)ので、パソ中間体
からJレミ中間体への変化過程で蛋白質部分に多少変化が生じていると考えられてい / 
る。また、この変化はレチナールのs-イオノン環付近にととじていると言う報告がな
















































Gr民n試科 (A)またはロドプシン試科 (B)に・ 185"cで緑色光 (501nm) を120秒間照射すること
によりパソ中間体を多く含む光平衡混合物(curve 4，図3-5と共通)を生成した。この試科の温度
を、・185"Cから順に・180"c、-170 "c、・ 160"c、・ 150"c、・ 140"c、・ 130"c、・ 120"c、・ 110 "c、.


































































400 500 600 
Wavelength (nm) 
・40'cに保ったGreen試科 (A) またはロドプシン試科 (S) (curves 1)を糧色光 (>S7Onm)で30
秒間光照射し、直後にスペクトJレを測定した (curves2)。その後試科を同じ温度で2分、 4分、 8分、









体に至る (Matthewset al.， 1963)。これらの中間体の中で、メタI中間体がトランス
デューシンを活性化する中間体であることが示されている (Funget al.， 1981; Bennet 

































400 500 600 
Wavelength (nm) 
図3-7 ロドプシンのメタI中間体からメタI中間体、メタII中間体への遅移過程
・30'C(A)、・20'C(S)、-10 'c (C)に保ったロドプシン試科を、在色光 (>570nm)で30秒間
光照射し、直後にスペクト Jレを測定した。その後、試科を同じ温度で2分、 4分、 8分、 16分、 32分、





したスペクト Jレを引くことによって計算した差スベクトル (curves7・11・)を示した。 (C)上段:光
照射後早川24分後に測定したスベクトルから、光照射直後に測定したスペクトJレを引くことによって
計算した差スペクト Jレ(curvcs1・10)を示した。下段:光照射後1024・15424分後に測定したスペクト
ルから、 1024分後に測定したスペクトJレを引くことによって計算した差スペクト Jレ(curves10'-14') 
を示した。
45 
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400 500 600 400 500 600 
Wavelength (nm) Wavelength (nm) 
図3-8 Green のメタI中間体からメタI中間体、メタIIcj~ 間体への遷移過程
・30'C(A)、・20'C(8)、・ 10'C(C)に保ったGrccn試科を、授色光 (>570nm)で30秒間光照
射し、直後にスペクト Jレを測定した。その後、試科を同じ温度で2分、 4分、 8分、 16分、 32分、 64分、






ペクト Jレから、 32分後に測定したスペクトJレを引くことによって計算した差スベクトJレ(curv回 5・-9・)
を示した。 (C)光照射後2・512分後に測定したスベクト Jレから、光照射直後に測定したスベクトルを
引くことによって計算した差スペクトル (curves1・9)を示した。右側には、対応する温度のロドプ









































100 102 107 103 105 106 104 101 
Time (sec) 
図3-9 -10 'cにおけるメタI、メ夕日、メタII中間体の崩様速度
Grecn~科 (A) またはロドプシン試科 (B) に・ 8 'Cでを控色光 (>S70nm) で30秒間光照射し、こ
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容蛋白質型になるかどうか検討する。なお、本章の内容は、主論文2 (Imai et al.， 































.1Hキ .1Sキ .1Hキ .1Sキ
(kcaVmol) ( caVmoVdeg) (kcaVmoり (caVmoVdeg) 
メ夕日の生成 34.7 (2.4) 66.3 (9.5) 35.7 (1.4) 72.5 (5.3) 
メタHの崩壊 19.3 (3.0) -3.2 (11.8) 14.0 (0.9) -14.6 (3.5) 
メタTIlの崩壊 26.8 (2.8) 14.7 (10.0) 20.8 (2.7) 5.1 (10.5) 
o内は、それぞれの値の標準偏差
ln k =・(.1Gキ!Rη+ln (ks T/h) [ 1 ] 
ln k =・(L¥I-戸!R)(1庁)+ (.1Sキ!R)+ ln (ks T/ h) [ 2 ] 
キ キキ.1S-T=(.1H-T-.1G-T)/T [3] 


























































400 500 600 10 100 1000 10000 
Wavelength (nm) Time (sec) 
図4-1 メタIの崩壊速度に対するpHの効果
(A.B) ・10'cに保ったGreen試料 (A) またはロドプシン試料 (B)を授色光 (>570nm)で30秒間
光照射し、直後にスペクト jレを測定した。その後試料を同じ温度で2分、 4分、 8分、 16分、 32分、 64
分、 128分、 256分、 512分、 1024分、暗保してスペクトルを測定した。光照射後2・1024分後に測定し
たスベクトルから、光照射直後に測定したスペクト Jレを引くことによって計算した差スペクトル




























































フトしていた。これらの値のうち、 E122Q(Sakmer et al.， 1989; Zhukovsky & Oprian， 








Wild Type (507 nm) 
。
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一-E1220 (486 nm) 
-1 ~ "NI 一-E122 I (504 nm) 
。
E150A (504 nm) 
Wavelength (nm) 
図4-3 培養細胞により発現したロドプシンの吸収スベクト Jレ
野生型 (A)、および、変異体 (8-D)のロドプシンの吸収スペクト Jレを、レテナールオキシムと
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図4-4 部位特典的変異ロドプシンのメ夕日中間体の崩壊過程
(A， B)吸収スペクト Jレの変化によってモニターしたメ夕日中間体の生成と崩壊過程。野性型




している。 (C)野性型、 E122Q変異体、 E1221変異体のメタI中間体からメタII中間体への遷移過程。
それぞれのメタI日中間体の生成過程を、 460nmの吸光度の時1m変化によりそニターした。黒色の曲
線は、それぞれのデータを指数関数で近似した曲線を表す。それぞれの反応の時定数は、野性型が
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していない (Fahmyet al.， 1993)。それでは、メタH中間体の状態ではどうであろう
か?現在のところ、メタI中間体でも、 E122は解離していないというこつの報告が
提出されている (Fahmyet al.， 1993; DeCaluwe et乱， 1995)。ところが、前者は、こ
の残基に水素結合の変化が起こっていると報告しているのに対して (Fahmyet al.， 
1993)、後者では、水素結合の変化さえも起こっていないため、この残基に由来す
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